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1. Verwendung wassriger hypo-onkotischer Losungen, enthaltend Elektrolyten 
und chemisch modifizierte, hoch-molekular vernetzte hyperpoiymere Hamo- 
globine , zur Behandlung akuter Lungenodeme. 

2. Verwendung gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die che- 
misch modifizierten hyperpolymeren Hamoglobine vom Menschen, vom 
Schwein oder vom Rind stammen. 

3. Verwendung gemaft einem der AnsprOche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass der onkotische Druck in den wassrigen Etektrolytlosungen weniger als 

5 mbar betr§gt 

4. Verwendung gemaft einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass Kochsalz in einer [Concentration zwischen 50 und 150 g/L enthalten ist. 

5. Verwendung gemaft einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass Elektrolyte, entsprechend den physiologischem Milieu enthalten sind. 

6. Verwendung gemSB einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet 
dass en die modifizierten hyperpolymeren Hamoglobine ein Polyalkylenoxid, 

kovalent gebunden ist. 

7. Verwendung gemaft einem der AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die wassrige Losung als Injektion intravasal verabreicht wird. 

8. Verwendung gemaft einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die wassrige Losung ein oder mehrmals verabreicht wird. 
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Sangui 254-03 

Verwendung hypo-onkotischer Losungen in das Blut addierbarer, hyper- 
polymerer Hamoglobine zur Behandlung eines Lungenodems 

Beschreibung 

Gegenstand vorliegender Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung hypo-onkotischer, wassriger 
LOsungen molekular-disperser chemisch modifizierter, hoch-molekular vernetzter 
Hamoglobine, sogenannter Hamoglobin-Hyperpolymere, zur symptomatischen, 
primar lebensrettenden Behandlung akuter Lungenodeme. Die Verabreichung 
erfolgt insbesondere intravasal. Oberraschender Weise kann eine additve Verab- 
reichung vorgenommen werden, da erfindungsgemad der kolloid-osmotische 
(= onkotische) Druck des Blutes nur wenig erhoht und das Blutvolumen deshalb 
kaum vergrSBert wird. Die erfindungsgemaSe Verabreichung ist somit (fast) Vo- 
lumen-neutral bezogen auf das Blut, in das die Injizierung vorgenommen wird. 
Somit wird erstmals ein hyperpolymeres Hamoglobin-Derivat therapeutisch als 
Blut-Additiv zur Behandlung eines Lungenodems eingesetzt. 

Hintergrund der Erfindung 

1. Kunstliche Sauerstofftrager 

KQnstliche Sauerstofftrager / -transporter sind eine auUerst heterogene Gruppe 
von Stoffen. Ihre namensgebenden Charakteristika sind ihre Fahigkeit, Sauer- 
stoff in Form des molekularen Disauerstoffes (0 2 ) reversibel zu binden oder in 
sich zu losen - damit haben sie eine prinzipielle Eigenschaft mit dem naturlichen 
Sauerstofftrager / -transporter im Blut, dem Hamoglobin (Roter Blutfarbstoff), das 
in den Erythrozyten (Roten Blutzellen) vorkommt, gemein - sowie ihr potentielle 
Verwendbarkeit als intravasal (i. d. R. also intravenos) zu applizierende Pharma- 
zeutika oder in sonstigen biomedizinischen Anwendungen. 
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(Eine umfasseride Obersicht (Stand der Technik) in: RIESS J. G.: „Oxygen Car- 
riers ("Blood Substitutes") - Raison d'Etre, Chemistry, and Some Physiology", 
Chemical Reviews 101 (2001): 2797 - 2919; eine Obersicht zu vielen Hamoglo- 
bin-Derivaten in: VANDEGRIFF K. D.: „Haemoglobin-based Oxygen Carriers", 
Expert Opinions on Investigational Drugs 9 (2000): 1967 - 1984) 
Die bekannten Sauerstofftrager unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Be- 
schaffenheit als auch der dadurch bedingten physikochemischen Eigenschaften 
und ihrer Verwendbarkeit. 

So sind Perfluorocarbone mit und in wassrigen Losungen, wie bspw. dem Blut- 
plasma, nicht mischbar bzw. darin nicht losbar. Sie konnen aber in Form fein 
disperser (mittels Emulgatoren stabilisierter) Tropfchen darin emulgiert werden. 
Ebenfalls emulgiert oder suspendiert werden mit natOrlichen oder kOnstlichen 
Sauerstofftragern gefullte Liposomen. Hierbei handelt es sich um mit einer Phos- 
pholipid-Doppelschicht-Membran umgebene Vesikel (kunstiiche Zellen oder auch 
kunstiiche Erythrozyten). 

Frei in der wassrigen Phase (bspw. im Plasma) geldst werden konnen Hamo- 
globine, ihre durch chemische SWiodifikation erhaltlichen Derivate, sowie iso-lierte 
und notwendigerweise chemisch modifizierte Ham-Gruppen. 
Der molekulare strukturelle Aufbau kiinstlicher Sauerstofftrager bedingt deren Art 
der Verabreichung , insbesondere, ob sie als ein Ersatz fehlendes Blut substitu- 
ieren konnen, oder ob sie in vorhandenes Blut als Zusatz addiert werden kSnnen. 
Bisher beschriebene Produkte haben einen Sauerstoff-transportierenden Plas- 
maersatz zum Ziel, also eine Plasmaersatz-Flussigkeit zum Auffullen des durch 
eine akute Blutung oder Blutentnahme teil-entleerten BlutgefaBsystems, die ge- 
genQberden bekannten (nicht Sauerstofftransportierenden) Plasmaersatzmitteln 
darOber hinaus auch eine weitere wesentliche Funktion des Blutes, namlich die 
des Sauer-stofftransports, restituiert. 

Perfluorocarbone und Liposomen losen sich nicht im wassrigen Blutplasma, sie 
besitzen und erfullen als deutlich getrennte, eigene, emulgierte oder sus- 
pendierte Phase ein gewisses Volumen, und erscheinen deshalb zum genannten 
Zweck als Sauerstoff-transportierender Plasmaersatzmittel prinzipiell geeignet, 
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nicht dagegen als ein Zusatz in das Blut, da sie dessen Volumen zwangslaufig 
vergrd&ern. 

Urn als Ersatz fehlenden Blutes geeignet zu sein, mussen Sauerstoff-trans- 
portierende Plasmaersatzmittel aus frei in einer wassrigen Phase gelSsten Ha- 
moglobinen, oder ihren durch chemische Modifikationen erhaltenen Derivaten, 
sowohl in etwa isoton (die Tonizitat ist 'ein relatives Mali fur den osmotischen 
Druck) als 'auch isonkotisch (= iso-onkotisch, die Onkosie ist ein MaB fur den on- 
kotischen (= kolloid-osmotischen) Druck) mit dem Blutplasma sein. Zur Erzielung 
einer Isotonie befinden sich solche kunstlichen Sauerstofftrager i. d. R. gelost in 
einer Elektrolytlosung, die dem Blutplasma-Elektrolyten ahnelt. 
Iso-Onkosie in pharmazeutischen Zubereitungen bisher entwickelter (und publi- 
zierter) Hamoglobin-Derivate als kQnstliche Sauerstofftrager bedingen diese 
selbst Ihr molekulares Design entspricht der klinischen Anforderung nach einer 
Isonkosie, die durch eine hinreichende Anzahl onkotisch wirksa-mer Wirkstoffmo- 
lekule realisiert wird. 

Daher werden derartige, frei geloste Hamoglobinderivate auch ganz besonders 
zur Anwendung bei (starkeren) Blutverlusten vorgeschlagen. FQr medizinische 
Indikationen ohne einen Blutverlust sind sie nur sehr bedingt (namlich von der 
Menge/Dosis her au&erst begrenzt) einsetzbar, da sie aufgrund ihrer genannten 
Eigenschaften das Blutvolumen zwingend urn das Volumen ihrer injizierten oder 
infundierten pharmazeutischen Zubereitung vergrOBem. 

2. Hamoglobin-Hyperpolymere 

Sollen kQnstliche Sauerstofftrager zur Behandlung eines Sauerstoffmangels als 
Additive eingesetzt werden, so sollten diese einen ausreichend geringen kolloid 
osmotischen Druck aufweisen (vgl. Barnikol W. K. R., et al. (1996): „Hyper- 
polymere Hamoglobine als kunstliche Sauerstofftrager - Ein innovativer Ansatz 
der medizinischen Entwicklung", Therapiewoche 46: 811 - 815). Sie sind kon- 
zipiert, urn als kQnstliche Sauerstofftrager die Sauerstoff-Transportkapazitat vor- 
handenen Blutes zu erhohen, wenn kein Blutverlust zu ersetzen ist. Damit Hamo- 
globin-Hyperpolymere nach Injektion oder Infusion das Volumen des zirkulieren- 
den Blutes nicht bleibend vergroBem (sondem vielmehr das Wasser und die Sal- 
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ze ihrer Zubereitung mSglichst umfanglich Qber die Nieren wieder ausgeschieden 
werden), muss die onkotisch wirksame Anzahl an Wirkstoffmolekulen so weit wie 
moglich veningert werden. Dazu werden die Hamoglobine chemisch (mittels po- 
ly- Oder bifunktioneller Vernetzer) quer-vernetzt und polymerisiert. So entstehen 
kOnstliche, Sauerstoff bindende Riesenmolekule. Chemisch betrachtet sind mo- 
lekular vemetzte Hamoglobine Multimere des Monomeren Hamoglobin. Dabei 
wird jedoch keinerlei Aussage dariiber getroffen, welche Multimere - es handelt 
sich hierbei urn eine breite Molekulargewichtsverteilung mit Oligomeren und h6- 
heren Polymeren - welche Auswirkungen auf die Eigenschaften des Gesamtpro- 
duktes haben. 

3. LungenSdeme 

Ein Odem ist eine abnorme Flussigkeitsansammlung im Interzellularraum (Inter- 
stitium). Lungenodeme sind ein haufiges klinisches Krankheitsbild. Sie fQhren zu 
einer lebensbedrohlichen Beeintrachtigung der Gesundheit, die in schweren Fal- 
len todlich verlauft. Man unterscheidet hauptsachlich das durch Insuffizienz des 
linken Ventrikels bedingte kardiale (Stauungs-) Odem und die toxisch bedingten 
LungenSdeme mit Erhohung der Kapillarpermeabilitat bei LungenentzQndungen, 
Inhalation schadigender Gase, bspw. auch bei hohen Sauerstoff- 
Konzentrationen, Uramie, Oder bei Clberempfindlichkeitsreaktionen etc. 
Die Therapie ist immer symptomatisch bezuglich der lebensbedrohlichen Be-ein- 
trachtigung der Lungenfunktion (Intensivmedizinische Versorgung, Kortikoide zur 
Unterdriickung entzundlicher Vorgange, Sauerstoff-angereicherte Atemluft und 
Obsrdruckbeatmung, etc.) und wenn moglich kausal bezuglich der Ursachen (Ex- 
positionsprophylajce, Therapie der kardialen Insuffizienz Oder der zugrunde lie- 
genden Nierenkrankheit, etc) 

(Zum Stand der Technik siehe bspw.: Bocker, W, Denk, H. Heitz Ph. U (Hrsg): 
Pathologie, Urban & Schwarzenberg, MQnchen u. a. 1997; Gerock W. Huber CH, 
Meinertz T, Zeidler H (Hrsg.): Gross ■ SchOlmerich ■ Gerock - Die Innere Medizin, 
10. vollig neu bearb. und erw. Auflage, Schattauer, Stuttgart und New York 2000; 
Weikrauch T.R.. (Hrsg.): Wolff ■ Weikrauch Internistsche Therapie 2000/2001 , 
13. neubearb. Auflage, Urban & Fischer. MOnchen und Jena 2000). 
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Aufgabe der Erfindung 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine verbesserte synv 
ptomatische Therapie des akuten Lungenodems, insbesondere der hohen Letali- 
tat dieser Erkrankungen (klinisch werden Sterblichkeiten zwischen 30 und 90 % 
angegeben), bereit zu stellen. 

Losung der Aufgabe 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch die Anwendung einer hypo- 
onkotischen L6sung chemisch modifizierter, hoch-molekular vernetzter hyperpo- 
lymerer Hamoglobine. Oberraschender Weise kann mit solchen LSsungen wirk- 
sam ein akutes Lungenadem therapiert und die Sterblichkeit verringert werden. 

Nahere Beschreibung der Erfindung 

Nach vorliegender Erfindung kann ein akutes Lungenodem wirksam behandelt 
werden durch die Verabreichung einer wassrigen Losung hyperpolymerer Hamo- 

globin-Derivate, deren onkotischer Druck in wassriger Losung viel geringer ist als 
der des vorhandenen Blutes, und somit als Additiv einen hypo-onkotischen Druck 
zeigt 

Insbesondere sind die wassrigen Losungen Elektrolyt-haltige Losungen. 
Die erfindungsgemaB eingesetzten chemisch modifizierten Sauerstofftrager 
stammen vom Menschen, vom Schwein oder vom Rind. Bevorzugt stammen sie 
vom Schwein. 

Die erfindungsgemaB verwendeten hyperpolymeren Hamoglobine sind hoch mo- 
lekulare, intermolekular vernetzte Hamoglobine. Die intermolekulare Vernetzung 
von Hamoglobinen ist allgemein bekannt und z. B. beschrieben in DE 197 01 37, 
EP 97 100790, DE 44 18 937, DE 38 41 105, DE 37 14 351, DE 35 76 651. Die- 
se bekannten Verfahren sind daher hier inkorporiert. 
Die Hamoglobin-Hyperpolymeren konnen, auBer einer intermolekularen Ver- 
netzung (Polymerisation), vielfaltig weiter chemisch modifiziert sein. Beispiels- 
weise kOnnen zur Modifikation der Affinitat und Kooperativitat der Liganden- 
bindung chemisch reaktive Effektoren kovalent angeknOpft sein. Fur verschie- 
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dene gewOnschte funktionelle Verbesserungen der Hamoglobin-Hyperpolymere, 
wie bspw. eine Verminderung ihrer Immunogenic oder eine Verlangerung der 
Verweildauer im GefaBsystem (Katren, V.: „The Conjugation of Proteins With 
Polyethylene Glycol and Other Polymers - Altering Properties of Proteins to En- 
hance Their Therapeutic Potential", Advanced Drug Delivery Reviews 10 (1993): 
91-1 14), oder eine Verbesserung der Vertraglichkeit mit Proteinen des .Empfan- 
ger*-Blutplasmas (DE 100 31 744 A 1) kOnnen weitere Makromolekule (wie bspw. 
Polyethylenoxide, Polyethylenglykole, Dextrane, Hydroxyethylstarken, etc.) un- 
terschiedlicher Kettenlangen (Molmassen) kovalent angeknOpft sein. 
In einer bevorzugten AusfOhrungsform ist an die modifizierten hyperpolymeren 
Hamoglobine ein MakromolekQI, insbesondere ein Polyalkylenoxid, kovalent 
gebunden. 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung verwendet Hamoglobin- 
Hyperpolymere, die gemaB den deutschen Patentanmeldungen DE (OS) 100 31 
740, DE (OS) 100 31 742 und DE (OS) 100 31 744 A1 hergestellt werden, deren 
Inhalt hier inkorporiert ist. Es handelt hierbei um polymerisierte Produkte (inter- 
molekulare Vernetzung), wobei weiterhin noch eine Pegylierung (kovalente Ver- 
knupfung mit Polyalkylenoxiden) vorgenommen ist. 
In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform kann gewunschtenfalls zu- 
satzlich hierzu noch eine Umsetzung mit chemisch reaktiven Effektoren wie Pyri- 
doxal-5-Phosphat oder 2-Nor-2-Formyl-Pyridoxal-5'-Phosphat (intramolekulare 
Vernetzung), oder die Reaktion kann auch in Anwesenheit von chemisch nicht 
reaktiven Effektoren der Sauerstoffbindung wie z. B. 2,3-Bisphosphoglycerat, 
Inositolhexaphosphat, Inositolhexasulfat oder Mellitsaure stattfinden oder es 
kann eine {Combination dieser Umsetzung bzw. Milieubedingung vorgenommen 
sein. Derartige Produkte sind bekannt und wie oben erlautert beschrieben. 
Bevorzugt sind solche Sauerstofftrager, die polymerisiert sind zum Beispiel mit 
fur die intermolekulare Umsetzung bekannten bifunktionellen Vernetzer wie Buta- 
diendiepoxid, Divinylsulfon, Diisocyanat, insbesondere Hexamethylen- 
diisocyanat, Zyklohexyldiisocyanat und 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfonsaure, Di- 
N-Hydroxysuccinimidylester, Diimidoester, oder Dialdehyd, insbesondere Glyo- 
xal, der analog reagierende Glykolaldehyd, oder Glutardialdehyd. Diese Produkte 
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werden dann insbesondere mit einem Polyethylenglykol oder anderen geeigne- 
ten Makromolekulen verknupft. Hierzu gehoren beispielsweise Polyethylenoxid, 
Polypropylenoxid, oder ein Copolymer aus Ethytenoxid und Propylenoxid oder 
ein Ester, Ether oder Esteramid hiervon. Es ist ferner bevorzugt, wenn das kova- 
lent angekniipfte Polyalkylenoxid eine Molare Masse von 200 bis 5000 g/mol 
aulweist. 

Die Herstellung solchermaBen modifizierter Sauerstoffbinder ist in den oben ge- 
nannten deutschen Patentanmeldungen beschrieben und hierin inkorporiert. 
Ganz besonders bevorzugt sind Hyperpolymere , die aus desoxygeniertem 
Schweinehamoglobin, mit Glutardialdehyd als bifunktionellem Vernetzer und Po- 
lyethylenglykol als kovalent gebundenem Makromolekul zur Oberflachenmodifi- 
kation hergestellt sind, siehe DE 100 41 740 A1 oder DE 100 41 744 A1. 
ErfindungsgemaB hat sich gezeigt, dass Hamoglobin-Hyperpolymere mit einem 
(mittleren) Polymerisationsgrad, der hinreichend groR ist, dass sie als kOnstliche 
Sauerstofftrager als ein therapeutisches Blut-Additiv (also ohne das Blutvolumen 
mehr als gering zu vergroSern, s. o.) in das Blut hinein-gebracht werden konnen, 
geeignet sind, wenn sie in einer wassrigen Elektrolytlosung nur einen gewissen, 
niedrigen onkotischen Druck erzeugen. Dieser steht in Beziehung mit dem ge- 
eigneten Mittelwert des Polymerisationsgrades (oder der proportionalen Molmas- 
se) des modifizierten polymeren Hamoglobins. Hierbei handelt es sich urn das 
Zahlenmittel, weil die Anzahl der wirksamen MolekOle fur den onkotischen Druck 
verantwortlich ist. 

Insbesondere hat sich gezeigt, dass die genannten Hyperpolymeren dann geeig- 
net sind, wenn ein Polymerisationsgrad vorhanden ist, der hinreichend groB ist, 
dass der onkotische Druck von Losungen mit den therapeutischen Konzentra- 
tionen der chemisch modifizierten, hochmolekular vernetzten Hamoglobine in 
einem wassrigen Bektrolyt-haltigen Milieu, (ohne sonstige Makromolekule) we- 
niger als 5 mbar betragt. Dies sind etwa 1/7 (und somit weniger als 15 %) des 
onkotischen Druckes menschlichen Blutplasmas von etwa 35 mbar (Applikatio- 
nen der Mengen der Hamoglobin-Hyperpolymere, die im Blutplasma die ge- 
nannten therapeutischen Konzentrationen ergeben, fDhren also zu Zunahmen 
des Blutplasmavolumens von maximal etwa 15 %). 
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FOr ideale Losungen kann der onkotische Druck (7t 0 nk) aus der Molaren Masse 
(M) und dem Gehalt (als Massenkonzentration Cm) des gelosten Kolloids, sowie 
der allgemeinen Gaskonstanten (R) und der absoluten Temperatur (T) errechnet 
werden gemaS 

Tlonk = Cm ■ R ■ T ■ M" 1 . 

FQr einen wie beschrieben festgelegten oberen Grenzwert des onkotischen Dru- 
ckes (7tonk) von 5 mbar fur ein Blut-Additiv errechnet sich aus einer gewunschten 
therapeutischen Konzentration (Cm) im Blutplasma nach dieser Formel eine mi- 
nimale Molmasse (als Zahlenmittel) der Hamoglobin-Hyperpolymere von M = 
(4.910 L/mol) • Cm, fur 2 mbar von M = (12.300 L/mol) - C*,. 
Reale Losungen zeigen aber eine mit der Konzentration des Kolloids zunehmen- 
de Abweichung der onkotischen Drucke zu groBeren Werten. Die genannte For- 
mel for ideale Losungen kann also bestenfalls zur Abschatzung der minimalen 
Molmassen dienen, fQr real existierende Polymere muss der reale onkotische 
Druck expsrimentell ermittelt werden, zumal er in nicht vorhersagbarer Weise 
vom strukturellen Aufbau der Polymeren abhangt. Beispielsweise errechnet man 
(die folgenden Werte sind der experimentell ermittelten Kurve des onkotischen 
Druckes Qber der Massenkonzenztration, gezeigt als Figur 1 , entnommen) for die 
in den Beispielen verwendete Charge MR A-A aus einer Konzentration von 20 
g/L und einem onkotischen Druck von etwa 1 mbar eine zugehorige (ideale) 
Molmasse von 491.000 g/mol, wShrend die experimentell ennittelte reale Mol- 
masse nur 320.000 g/mol betragt. 

Ganz besonders bevorzugt sind modifizierte Hamoglobine der beschriebenen 
Art, deren wassrige Elektrolyt -Ldsungen einen onkotischen Druck von weniger 
als 2 mbar, zeigen. 

Als wassrige Elektrolytldsungen fQr die erfindungsgemaBe Anwendung der Ha- 
moglobin-Hyperoolymeren sind samtliche Losungen mit Zusammensetzungen an 
Salzen geeignet, die das Extrazellularmilieu des Menschen (einschlie&lich des 
physiologischen pH-Wertes meist um 7,4 (zwischen 7,1 und 7,6)) imitieren Oder 
diesem ahneln, somit insbesondere auch alle Vollelektrolyt-lnfusionslOsungen 
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zur Elektrolytzufuhr und Kreislaufunterstutzung (Obersicht in: Rote Liste Service 
GmbH (Hrsg.): Rote Liste 2002 - Arzneimittelverzeichnis fur Deutschland (ein- 
schlieBlich EU-Zulassungen und bestimmter Medizinprodukte), ECV, Aulendorf 
2002 (Kapitel 52, „52. Infusions- und Standard-lnjektionslosungen, Organperfusi- 
onslosungen"). Diese sind bekannt. 

Insbesondere bevorzugt sind wassrige Elektrolytlosungen, enthaltend Wasser 
und Kochsalz in einer Konzentration zwischen 50 und 150 g/L, vor ailem 70 bis 
100 g/L 

Anwendung 

Somit ist es Oberraschender Weise moglich, die Schwere eines akuten Lungen- 
odems klinisch zu bessern, und zwar vor allem durch intravasal verabreichte 
chemisch modifizierte, hoch-molekular vernetzte hyperpolymere Hamoglobine 
ais ein Blut-Additiv, fast ohne das Blutvolumen des Patienten zu vergroSern. Da*, 
bei war nicht zu erwarten, dass derartige Sauerstofftrager, wenn sie die be- 
schriebenen Eigenschaften aufweisen, als Additiv so eingesetzt werden konnen, 
da diese chemisch modifizierten, hoch-molekular vernetzten Hamoglobine ei- 
gentlich als kQnstliche Sauerstofftrager entwickelt wurden und werden mit der 
Zielsetzung, periphere Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen. Vollig Qberraschend 
war daher ihre Wirksamkeit zur Verbesserung der Therapie akuter Lun- 
genodeme. Die (pra-)klinische Verbesserung zeigte sich in einem verbesserten 
Oberleben, also einer veningerten Mortalitat, in einem Tiermodell (der nar- 
kotisierten Ratte) experimenteller toxischer Lungenodeme, von denen nach- 
folgend Beispiele angefQhrt werden. 

Die Verabreichung des Sauerstofftragers erfolgt derart, dass die therapeu- 
tischen Konzentrationen im Blutplasma aus Grunden der zunehmenden Viskosi- 
tat des Blutplasmas nicht wesentlich groBer sind als 50 g/L, z. B. 50 bis 60 g/L, 
und insbesondere zwischen 10 und 40 g/L liegen. Andererseits konnen auch 
schon sehrgeringe Konzentrationen (Bspw. ab 1 g/L) fOr eine Therapie ausrei- 
chend sein. 

Der Sauerstofftrager kann in Konzentrationen von 20 bis 200 g /L, insbesondere 
50 bis 100 g /L in der wassrigen Losung vorliegen. 
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Das Mittel kann je nach Bedarf als einmalige Gabe Oder auch als periodische 
Oder unregelmaBige wiederholte Gabe verabreicht werden, wobei sich die Art 
und Menge nach dem Zustand, dem Alter, dem Geschlecht und der Gesamtver- 
fassung des Patienten ergeben kann. 

Die Therapie eines akuten Lungenodems gemaB der Erfindung erfolgt insofern 
symptomatisch und effektorientiert. Die Haufigkeit der Gabe der chemisch modi- 
fizierten, hoch-molekular vemetzten Hamoglobine betragtwie erlautert zwischen 
einmal und emem beliebigen erfolgsabhangigen Hochstwert. Eine Mehrfachgabe 
kann dabei planma&ig oder bedartsgesteuert, regelma&ig Oder unregelmaBig 
erfolgen. Die Einzeldosis richtet sich nach der gewpnschten therapeutischen 
Konzentration im Blutplasma und beachtet bereits (oder noch) vorhandene Ha- 
moglobin-Hyperpolymere in diesem Kdrperkompartiment, dergestalt, dass ein 
aus anderen Grunden, insbesondere der Erhohung der Viskositat des Blutplas- 
mas, bereits wieder unerwtinschter Hochstwert der Konzentration der Hamoglo- 
bin-Hyperpolymeren im Blutplasma von etwa 50 bis 60 g/L nur unter Beachtung 
des Ergebnisses einer besonders sorgfaltigen und kritischen Nutzen-Risiko- 
Abwagung fur den Patienten Dberschritten wird. Die nach Applikation erreichbare 
initiate therapeutische Konzentration im Blutplasma (CmHb(PL)) kann aus der 
verabreichten Dosis der Hamoglobin-Hyperpolymere (mHb) und dem Volumen- 
anteil der Erythrozyten im Blut (dem Hamatokrit: Hkt) und dem Kdrpergewicht 
des Patienten (KG) abgeschatzt werden gemaS 

Cn,Hb(PL) = mHb ■ ( BV ■ KG ■ (1 - Hkt) )" 1 

wobei als mittlerer Wert fDr das Blutvolumen (BV) fQr Frauen 60,5 m!_ / kg (KG) 
(57 ... 64 mL / kg (KG)) und fur Manner 69,5 mL / kg (KG) (69 ... 70 mL / kg (KG) 
einzusetzen sind. 

Herstellung des erfindungsgemaB zu verwendenden Mittels 

Das verwendete Mittel wir hergestellt durch einfaches Einbringen des oder der 

geeigneten Hamoglobin-Hyperpolymeren in wassrige, insbesondere wassrige 



n 



(sterile) Elektrolytlosungen, welche den oder die Elektrolyten in der genannten 
Menge enthalten. Die Hyperpolymeren liegen molekular-dispers vor und konnen 
sofort, insbesondere als Injektionen wie beschrieben verabreicht werden. 

Beispiele 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher erlautert. Dabei zeigen 
die Figuren 1-3 folgendes: 

Figur 1 zeigt beispielhaft die Abhangigkeit des onkotischen Druckes (7tonk) einer 
Losung eines erfindungsgemaB zur verbesserten Therapie eines akuten Lungen- 
odem verwendeten chemisch modifizierten, hoch-molekular vernetzten Hamoglo- 
bins (ein HP 3 Hb (pegylierte Schweinehamoglobin-Hyperpolymere), Charge MR 
A-A) Qber dessen Massenkonzentration (CmHb) in einer wassrigen Kochsalz- 
losung der Konzentration 80 g/L. 

Figur 2 zeigt die Wirksamkeit chemisch modifizierten, hoch-molekular vernetzten 
Hamoglobins (beispielhaft gezeigt fur ein HP 3 Hb, Charge MR A-A) zur verbesser- 
ten Therapie eines akuten Lungenodem, hier als die Oberlebenszeit von zehn 
narkotisierten Ratten nach Beibringung eines letalen toxischen LungenOdems 
(durch Injektion von Olsaure), von denen funf Tiere zur Therapie den Wirkstoff in 
ihr Blut addiert bekamen. 

Folgende Materi alien kamen zum Einsatz: 

1 . Das chemisch modifizierte, hoch-molekular vernetzte Hamoglobin war ein pe- 
gyliertes Schweinehamoglobin-Hyperpolymere (ein HPsHb, Charge MR A-A), das 
prinzipiell enisprechend der DE (OS) 100 31 740 A 1 aseptisch (im LabormaS- 
stab) hergestellt wurde. Speziell wurde die Charge MR A-A aus einer Mischung 
der Syntheseprodukte-Chargen MR 14, MR 15 und MR 16 durch praparative Ult- 
rafiltration gewonnen. 

MR 14: Steriles, hochreines Schweinehamoglobin, in einer Konzentration von 
289 g/L gelost in einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 20 mM 
NaHC0 3 und 150 mM NaCI, wurde bei 4 °C durch RQhren der LSsung unter stan- 
dig erneuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert, 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 
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molare Losung in Wasser) je Mol Hamoglobin zugegeben und etwa 15 Stunden 
reagieren lassen, die LOsung mit 2-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 5,7 
titriert, 2 Mol Inositolhexaphosphat (als 0,25-molare Losung in Wasser) pro mol 
Hamoglobin zugegeben, nach etwa 1 Stunde mit 2-molarer Milchsaure auf einen 
pH-Wert von 6,5 titriert, 9,9 Mol Glutardialdehyd (als etwa 1 ,9-%-ige Losung in 
deoxygeniertem Wasser) je Mol Hamoglobin zur Vernetzung des Hamoglobins 
innerhalb 1,5 Stunden zugegeben, 1,8 L Wasser, das mit Stickstoff aquilibriert 
war, je Liter initiate Hamoglobinlosung zugegeben, nach 20 Stunden mit 0,5- 
molarer Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,9 titriert 20 Mol Natriumborhydrid 
(als 1 -molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin zugegeben 
und fur 15 Minuten reagieren lassen, 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Poly- 
ethylenglykol des Molekulargewichts 1000 g/mol (als etwa 25-%-ige L6sung in 
Wasser) zugegeben und for 1 Stunde reagieren lassen, und schlie&lich die Stick- 
stoffatmosphare durch reinen Sauerstoff ersetzt und eine Stunde lang aquilibrie- 
ren lassen. Ungeloste Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min mit 
20.000 g) abgetrennt und die Oberstehende Losung zur weiteren Klarung durch 
Filter abnehmender Porenweite, zuletzt von 0,2 p,m, filtriert. 
MR 15: Steriles, hochreines Schweinehamoglobin, in einer Konzentration von 
281 g/L gel6st in einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 20 mM 
NaHC0 3 und 150 mM NaCI, wurde bei 4 °C durch ROhren der L6sung unter stan- 
dig erneuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert, 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 
molare LSsung in Wasser) je Mol Hamoglobin zugegeben und etwa 3 Stunden 
reagieren lassen, die LOsung mit 2-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 5,7 
titriert, 2 Mol Inositolhexaphosphat (als 0,25-molare L6sung in Wasser) pro mol 
Hamoglobin zugegeben, nach etwa 1 Stunde mit 2-molarer Milchsaure auf einen 
pH-Wert von 6,3 titriert, 9,9 Mol Glutardialdehyd (als etwa 1,9-%-ige L6sung in 
deoxygeniertem Wasser) je Mol Hamoglobin zur Vernetzung des Hamoglobins 
innerhalb 1,5 Stunden zugegeben, 1,8 Liter Wasser, das mit Stickstoff aquilibriert 
war, je Liter initiate HamoglobinlSsung zugegeben, nach 17 Stunden mit 0,5- 
molarer Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,9 titriert, 20 Mol Natriumborhydrid 
(als 1 -molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin zugegeben 
und fOr 15 Minuten reagieren lassen, 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Poly- 
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ethylenglykol des Molekulargewichts 1000 g/mol (als etwa 25-%-ige Losung in 
Wasser) zugegeben und fOr 1 Stunde reagieren lassen, und schlieSlich die Stick- 
stoffatmosphare durch reinen Sauerstoff ersetzt und eine Stunde lang aquilibrie- 
ren lassen. Ungeldste Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min mit 
20.000 g) abgetrennt und die uberstehende Losung zur weiteren Klarung durch 
Filter abnehmender Porenweite, zuletzt von 0,2 urn, filtriert. 
MR 16: Steriles, hochreines Schweinehamoglobin, in einer Konzentration von 
262 g/L gelSst in einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 20 mM 
NaHCOa und 150 mM NaCI, wurde bei 4 °C durch ROhren der Losung unter stan- 
dig erneuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert, 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 
molare Losung in Wasser) je Mol Hamoglobin zugegeben und etwa 27 Stunden 
reagieren lassen, die Losung mit 2-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 5,8 
titriert, 2 Mol Inositolhexaphosphat (als 0,25-molare LSsung in Wasser) pro mol 
Hamoglobin zugegeben, nach etwa 1 ,5 Stunde mit 2-molarer Milchsaure auf ei- 
nen pH-Wert von 6,5 titriert, 9,9 Mol Glutardialdehyd (als etwa 1,9-%-ige Losung 
in deoxygeniertem Wasser) je Mol Hamoglobin zur Vernetzung des Hamoglobins 
innerhalb 1,5 Stunden zugegeben, 1,8 Liter Wasser, das mit Stickstoff aquilibriert 
war, je Liter initiate Hamoglobinldsung zugegeben, nach 17 Stunden mit 0,5- 
molarer Natronlauge auf einen pH-Wert von 6,9 titriert, 20 Mol Natriumborhydrid 
(als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin zugegeben 
und for 1,5 Stunden reagieren lassen, 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Poly- 
ethylenglykol des Molekulargewichts 1000 g/mol (als etwa 25-%-ige L6sung in 
Wasser) zugegeben und fur 1 Stunde reagieren lassen, und schlieSlich die Stick- 
stoffatmosphare durch reinen Sauerstoff ersetzt und eine Stunde lang aquilibrie- 
ren lassen. Ungel8st© Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min mit 
20.000 g) abgetrennt und die Oberstehende Losung zur weiteren Klarung durch 
Filter abnehmender Porenweite, zuletzt von 0,2 urn, filtriert. 
MR A-A: 3720 mL MR 14 mit 107 g Hamoglobin-Polymeren, 3600 mL MR 15 mit 
115 g Hamoglobin-Polymeren und 3900 mL MR 16 mit 127 g Hamoglobin- 
Polymeren wurden gemischt und in mehreren Anteilen in einer Ultrafiltrations- 
anlage (Centramate von Pall-Filtron) bei einer mittleren Konzentration von 40 g/L 
Uber und durch Celluloseacetatmembranen der Nominellen Molmassen- 
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Trenngrenze 1 MDa fraktioniert, wobei der Filtratfluss durch ein Ventil auf Werte 
unter 50 % des Maximums (der so genannter Wasserfluss) eingestellt war und 
jeweils mindestens das zehnfache Volumen der Vorlage an Diafiltrationsldsung 
(diese enthielt Kochsalz in einer Konzentration von 80 g/L) in einem konti- 
nuierlichen Diafiltrationsmodus zum gleichzeitigen Losungsmitteltausch verwen- 
det wurden. Zum Abschluss wurden die Retentate konzentriert und spater verei- 
nigt 

Diese praparativ abgetrennte Fraktion des Wirkstoffes besaS eine Molmassen- 
verteilung mit einem Zahlenmittel der Molmassen von 230.000 g/mol und einem 
Massenmittel von 993.000 g/mol. Der so erhaltene Wirkstoff kam in einer sterilen 
und gemafc Ph. Eur. hinreichend endotoxinarmen wassrigen Losung von 80 g/L 
NaCI in WFI (Wasser fur Injektionszwecke) zum Einsatz. Sein Massengehalt be- 
trug 58 g/L, der pH-Wert der Zubereitung 7,3. 

2. Die Versuchstiere waren weiBe Laborratten mit einem mittleren Kdrperge- 
wicht von etwa 350 g (die Spannweite der Korpergewichte aller verwendeten 
zehn Tiere betrug zwischen 315 und 390 g), die gemaft gultiger Tierschutzregeln 
gezUchtet und gehalten waren. Sie hatten bis zum Vortag des jeweiligen Bperi- 
ments freien Zugang zu hinreichender Nahrung, trinken konnten sie bis unmittel- 
bar vor Versuchsbeginn. 

Folgende speziellen Bestimmungsmethoden wurden angewendet: 

1 . Hamoglobingehalte wurden fotometrisch mit der modifizierten Cyanhamoglo- 
bin-Methode nach Drabkin (.Hamoglobin-Farbtest MRP3', Boehringer Mannheim, 
D), pH-Wert© potentiometrisch (pH-Glaselelctrode) mit einem Blutgasanalysator 
(,ABL 5', Radiometer, Willich, D) gemessen. 

2. Bestimmungen der Molekulargewichts-Verteilungen der vernetzten Hamoglo- 
bine, sowie charakteristischer Kennwerte dieser erfolgten durch Volumenaus- 
schluss-Chromatografie (gem§B Potzschke H. et al. (1997): „Molar Masses and 
Structure in Solution of Haemoglobin Hyperpolymers - A Common Calibration of 
Size Exclusion Chromatography of These Artificial Oxygen Carriers", Artificial 
Cells, Blood Substitutes, and Immobilization Biotechnology 25, 527 - 540) am 
Gel Sephacryl S-400 HR (Pharmacia Biotech, Freiburg, D). 
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3. Bestimmungen der onkotischen Driicke wassriger Losungen der vernetzten 
Hamoglobine erfolgten mit Membranosmometern (Membrane-Osmometer oder 
Colloid-Osmometer, Knauer, Berlin, D), einer wassrigen Kochsalz-Losung 
(80 g/L NaCI und 0,2 g/L NaN 3 ) als Losungsmittel und Celluloseacetat- 
Membranen der Nominellen Molmassen-Trenngrenze 20.000 Da. 

AusfOhrungsbeispiel 1: Vergleichsgruppe 

FOnf Laborratten bekamen eine systemische Vollnarkose durch intraperitoneale 
Injektion von 50 mg Pentobarbital je kg Korpergewicht. Die Narkosetiefe wurde 
Ober die Zeit konstant im (chirurgischen) Toleranzstadium (dem 3. klassischen 
Narkosestadium nach A. Guedel) gehalten, indem jeweils nach Auftreten einer 
aktiven Schmerzreaktion (ZurOckziehen) auf ein periodisches Kneifen einer Pfote 
erneut 17 mg Pentobarbital je kg Korpergewicht als Erhaltungsdosis verabreicht 
wurden (in etwa alle 90 min). Die Tiere erhielten einen venosen Katheter aus PE- 
Schlauch in eine Vena jugularis implantiert, und im weiteren Verlauf der Versu- 
che je Stunde etowa 0,5 ml_ einer isotonen Kochsalzlosung (90 g MaCI je L Lo- 
sung) zur Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen FIQssigkeitsbilanz Ober diesen 
Katheter intravenos verabreicht. 

Den Tieren wurde, zur Erzeugung eines akuten toxischen Lungenodems, genau 
48 yiL Olsaure je kg KSrpergewicht Ober drei Minuten gleichma&ig intravenos ver- 
abreicht. 

Abbildung 2 zeigt im linkem Teil die Oberlebenszeiten der funf Tiere, die alle in 
weniger als vier Stunden verstarben, vier von ihnen sogar in weniger als drei 
Stunden (gerechnet ab der InjelcUon der Olsaure) 

AusfOhrungsbeispiel 2: Therapiegruppe 

Funf weitere Ratten wurden ansonsten ganz analog wie im AusfOhrungsbeispiel 
1 beschrieben behandelt, mit dem einzigen Unterschied, dass ihnen 15 und 45 
min nach der intravenosen Gabe der Olsaure jeweils 2,5 mL der Zubereitung des 
chemisch modifizierten, hoch-molekular vernetzten Hamoglobins (ein HP 3 Hb, ein 
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pegyliertes Schweinehamoglobin-Hyperpolymere - Charge MR A-A) intravenSs 
verabreicht wurde. Der mittlere Hamoglobingehalt im Blutplasma nach der zwei- 
ten Gabe betrug etwa 23 g/L, der anschlieBend langsam (mit einer Plasmahalb- 
wertszeit von etwa 1 8 Stunden) reduziert wurde. 

Abbildung 2 zeigt im rechten Teil die Oberlebenszeiten dieser filnf Tiere, die aus- 
nahmslos langer als sieben Stunden uberiebten und schlieBlich, urn die Versu- 
che zu beenden, in Narkose getotet wurden. 

Der Vergleich der Oberlebenszeiten der Tiere in beiden Experimentalgruppen 
zeigt die enorme Wirksamkeit der Hamoglobin-Hyperpolymeren zur Verminde- 
rung der spontanen Letalitat hier experimentell induzierter toxischer Lungenode- 
me. 
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Sangui 254-03 



Zusammenfassung 



Verwendung hypo-onkotischer Losungen in das Blut addierbarer, hyper- 
polymerer Hamoglobine zur Behandlung eines Lungenddems 

Die voriiegende Erfindung betriffl die Verwendung hypo-onkotischer wassriger 
Losungen molekular-disperser, chemisch modifizierter, hoch-molekular vernetz- 
ter Hamoglobine, namlich sogenannter Hamoglobin-Hyperpolymere, zur sympto- 
matischen, primar lebensrettenden Behandlung akuter Lungenodeme. Die Ver- 
abreichung erfolgt insbesondere intravasal. Oberraschender Weise kann eine 
additve Verabreichung vorgenommen werden, da erfindungsgemaB der kolloid- 
osmotischen (= onkotischen) Druck des Blutes selbst im wesentlichen nur wenig 
erhoht und das Blutvolumen kaum vergro&ert wird. Die erfindungsgemaRe Ver- 
abreichung ist somit (fast) Volumen-neutral bezogen auf das Blut, in das die Inji- 
zierung vorgenommen wird. Somit wird erstmals ein hyperpolymeres Hamoglo- 
bin-Derivattherapeutisch zur Behandlung eines Lungen5dems als Blut-Additiv 
eingesetzt. 
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Vergleichs-Gruppe Therapie-Gruppe 
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Versuchstier-ldentifizierung 
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